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Cabinet RcGIMbiAu 

OBIGSNAL 

1 

La presente invention se rapporte a Tutilisation de sequences 
nucleotidiques permettant de conferer une sterilite male de type 
cytoplasmique a des plantes du genre Cichorium. 

Le genre Cichorium rassemble des plantes presentant un grand 
interet agro-alimentaire, comme les divers types de chicoree ou les 
endives. 

II s'agit de plantes poss^dant k la fois des systemes de reproduction 
male et femelle, et qui ont done une capacity k s*autofeconder. Un tel 
evenement est indesirable lorsque Ton souhaite effectuer des croisements 
avec une plante d'une autre variete, en vue de I'obtention d'hybrides. 

Chez Cichorium intybus, des plantes a sterilite male nucieaire ont 
deja ete proposees. Cependant la sterilite male cytoplasmique constitue une 
solution d'interet pour la production d'especes hybrides. 

La sterilite male cytoplasmique est une caracteristique transmise 
par le parent femelle d'une plante (heredite matemelle), et qui previent 
la formation de pollen viable. Une sterilite male de bonne qualite ne doit 
pas affecter la fertilite femelle de la plante, pour permettre son 
croisement avec des plantes males fertiles. 

II est done souhaitable de pouvoir disposer d'un systeme conferant 
une telle sterilite male cytoplasmique, qui soit stable. 

II est egalement souhaitable de disposer d'un marqueur fiable de 
cette sterilite male cytoplasmique permettant la selection des cellules 
vegetales avant meme le developpement d'une plante complete presentant 
Tensemble des caracteres phenotypiques. 

C*est pourquoi la presente invention a pour objet un genome 
vegetal recombine, caracterise en ce qu'il comporte des genes specifiques 
des chicorees et une sequence nucleotidique conferant une sterilite male, 
portee par la sequence orf 522 du tournesol, ou par une sequence 
presentant au moins 50%, et de maniere avantageuse, au moins 90% 
d'homologie avec ladite sequence orf 522. 



o 



o 



La sequence orf 522 est une sequence qui a ete mise en evidence 
chez le Tournesol (Helianthus), notamment H. annuus, ou elle semble 
associee a une sterilite male cytoplasmique (Kohler et al, Mol. Gen. Genet., 
1991,227:369-376). 

5 La Demanderesse a trouve que la presence de cette sequence orf 522 

dans le genome d'une plante du genre Cichorium etait liee a une sterilite 
male cytoplasmique. 

Des sequences convenant a la mise en oeuvre de Tinveniion 
comprennent des sequences portees par la sequence orf 522 telle qu'elle a 
10 €ie precedemment decrite, ainsi que par des sequences presentant au 
moins 50% et de preference au moins 80% de similarite. Des sequences 
appropriees presentent avantageusement 90% de similarite avec ladite 
sequence orf 522, et comprennent en particulier les sequences codant 
pour la meme proteine, compte tenu de la degenerescence du code 
15 genetique, ou pour une proteine dans laquelle certains acides amines ont 
ete remplaces par des acides amines equivalents. Par acides amines 
equivalents, on entend des acides amines presentant un comportement 
chimique analogue et/ou des poids moleculaires voisins. EUes 
comprennent egalement les sequences codant pour une proteine dans 
20 laquelle un ou plusieurs acides amines non essentiels a I'activite ont ete 
deletes ou remplaces. 

Le genome peui etre de type nucleaire ou mitochondrial. 
Lorsque la sequence est presente dans le genome nucleaire, celui-ci 
comportera en outre une presequence permettant Timportation dans les 
25 mitochondries du produit de traduction de ladite sequence. 

De preference, le genome recombine est un genome mitochondrial. 
L'invention a done egalement pour objet une mitochondrie comportant un 
genome recombine tel que defini precedemment. 

En particulier, I'invention a pour objet une mitochondrie 
30 caracterisee en ce qu*elle contient au moins un fragment nucleotidique de 
347 pb, portee par la sequence orf 522, ou une sequence presentant au 
moins 90% d'homologie avec ledit fragment. 
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La sequence de 347 pb est delimitee, a I'interieur de la sequence orf 
522 (Kohler et al, Mol. Gen. Genet 1991), par les amorces de sequences : 



L'invention concerne un cytoplasme vegetal recombine, 
caracteris^ en ce qu'il contient un noyau comportant le genome du genre 
Cichorium, et un genome recombine defini ci-dessus, en particulier un 
10 cytoplasme qui contient des mitochondries comportant une sequence 
nucleotidique portee par la sequence orf 522 de Helianthus annuus, ou par 
une sequence presentant au moins 50% d'homologie. 

Des cellules vegetales recombinees contenant un tel cytoplasme 
sont comprises dans Tinvention, et notamment une cellule vegetale qui 
15 contient un noyau comportant substantiellement le genome d'une espece 
choisie parmi Cichorium intybus et Cichorium endivia. 

Parmi ces especes, on peut citer, sans aucunement y limiter 
Tinvention, les cultigroupes suivants : 

20 Cichorium intybys L : - chicorees "sauvages ameliorees" 
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5' CCa:CTOCCTGGTGGATCCGGCG 3' 
5' CCCTCTATGAGTACCGTTUTCTCACG 3' 



25 



- chicorees "Barbe de Capucin" 

- chicorees "Pain de Sucre" 

- chicorees "Chioggia" 

- chicorees "Verone" 

- chicorees "Catalogne" 

- chicorees "Trevise" 

- chicorees "Variegato di Castelfranco" 

- chicorees "Witloof" (ou "de Bruxelles" ou "a 
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chicon") 
- chicorees "Soncino" 



chicorees "Industrielles" (a torrefier et a 

sucres) 



- chicorees "fourrageres" ou "a gibiers"... 



o 



o 
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Cichorium endivia L. : 



- chicorees "scaroles" 

- chicorees "frisees"... 



Ce sont des chicorees dites a grosses racines (industrielles 
fourrageres et Witloof) ou des chicorees dites a salade (vertes, rouges, 
panachees, a forcer ou non). 

L'homme du metier pourra adapter sans difficulte rinvention, 
notamment en se referant a "Geneiique et AmeUoration de la Chicoree 
industrielle", DESPREZ et al.. Seance specialisee du 30 novembre 1994 a 
TAcademie d'Agriculture de France n' 80 (7) 48-49. 

Selon un autre aspect, I'invention se rapporte a un procede pour 
produire une plante du genre des Chicorees ou du materiel de reproduction 
de cette plante, presentant une sterilite male cytoplasmique, caracterise 
en ce qu'on integre dans le genome cellulaire de cette plante une 
sequence nucleotidique portee par la sequence orf 522 du tournesol, ou par 
une sequence presentant au moins 50% et de preference au moins 90% 
d'homologie avec ladite sequence orf 522. La plante (ou le materiel de 
reproduction), a Texception des varietes vegetales, est comprise dans 
rinvention. 

Elle concerne egalement un procede essentiellemeni non 
biologique de preparation de plantes hybrides, caracterise en ce qu'on 
croise une plante susceptible d'etre obtenue par le procede decrit ci- 
dessus, avec un plante de la meme espece, depourvue de la sequence orf 
5 22 de Helianthus annuus, ou d'une sequence presentant au moins 90% 
d'homologie avec ladite sequence orf 522. 

Selon encore un autre aspect, Tinvention concerne un procede de 
selection d*une sterilite male cytoplasmique chez une plante du genre 
Cichorium, caracterise en ce qu'on met en contact Tacide nucleique 
mitochondrial de la plante avec une sonde marquee comprenant au moins 
10 nucleotides de la sequence orf 522. 

D'autres variantes et caracteristiques de I'invention apparaitront a 
la lecture des examples qui suivent. 
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Exemple 1 : Preparation du materiel vegetal 

Des graines de Cichorium intybus L cv Pevele ont ete fournies par 
les Etablissements Florimond Desprez et des graines de Helianthus annuus 
5 (a sterilite male cytoplasmique ou SMC) ont ete achetees dans le commerce. 

Les graines de Cichorium intybus ont ete sterilisees en surface avec 
une solution a 0,1% (p/v) de HgClz, lavees trois fois dans de Teau distillee et 
placees dans des boites de Petri sur un milieu de culture Heller (1953) (sels 
majeurs et mineurs exempts de FeCls) supplementees avec 19,5 mg/1 de Fe- 
10 EDTAi 20 g/1 de saccharose et 6 g/1 d'Agar (Bioakar type E) et cultivees dans 
les conditions de culture decrites par Rambaud et al (1990). Les semis 
aseptiques ont ete ensuite transferes dans des tubes de culture sur le meme 
milieu. Les semences de Helianthus annuus ont ete sterilisees avec une 
solution d'hypochlorure de calcium a 50 g/1, puis lavees trois fois dans de 
15 I'eau distillee et transferees dans une solution saccharose (10 g/1) / agar 
(0,6%). 

Les feuilles de chicoree ont ete recoltees sur des plantes de 12 a 14 
jours. Les feuilles ont ete coupees en morceaux et incubees dans une 
solution contenant 15 g/1 de caylase 345, 0,5 g/1 de caylase M2 (Cayla, 
20 Toulouse, France) et 90 g/1 de mannitol. 

Pour les semis de tournesol, les hypocotyles ont ete preleves 6 a 10 
jours apres la germination et incubes dans la meme solution de 
maceration. 

Les protoplastes ont ete incubes pendant 5 h 30 min. a 30' C dans 
25 I'obscurite sans agitation, purifies par filtration a travers des tamis a 
mailles de 50 ^m, recoltes et laves trois fois par centrifugation a basse 
Vitesse (100 x g) pendant 15 min. 

Apres I'elimination de la couche superieure avec une pipette 
Pasteur, les protoplastes ont ete melanges dans le rapport 1:3 
30 (tournesol/chicoree) afin d'obtenir une suspension contenant entre 7 et 
11.10^ protoplastes/ml. 
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Les protoplastes ont ete fusionnes selon la methode de Kao (Wetter 
LRL and Constabel F (eds) Plant Tissue Culture Methods, ch 7, pp 49-56, 
1982) avec les modifications suivantes : un volume d'une solution de 
melange de protoplastes a ete place dans une boite de Petri et trois volumes 
5 de solution a 30% de polyethylene glycol (PEG 4000 Serva) avec 10% de 
dimethylsulfo>dde (DMSO) ont ete ajoutes goutte a goutte. Apr^s une 
homogenisation douce, on a laisse la solution reposer pendant trois 
minutes. Une minute plus tard on ajoute a nouveau 3,5 volumes de la 
solution numero 3 de Kao (1982). Puis 3,5 volumes de solution numero 3 de 

10 Kao (1982) sont ajoutes et 3 min plus tard 6 x 3,5 volumes de milieu de 
lavage (Saksi N et al. CR Acad. Sci. Paris 302 : 165-170, 1986) sont ajoutes. On 
recupere les protoplastes apres 10-15 min, par centrifugation (8 min, 100 x 
g) ; ils sont ensuite laves 3 fois par des aliquots de 8 ml du milieu de lavage 
et remis en suspension dans le milieu de culture MCI (Saksi et al, 1986) 

15 dans lequel la concentration d'acide 1-naphthylacetique (NAA) est de 2 
mg/1, celle de Tinositol 250 mg/1 et de KNO3 144 mg/l. 

Apres un ou deux jours de culture dans ce milieu a une densite de 
2.10"^ protoplastes/ml, les heterokaryocytes isoles sont cultives a basse 
densite (12/100 ^1) k 30° C dans un milieu MCI modifie (0,5 mg/1 NAA) 

20 auxquels sont ajoutes de I'acide 2-(N-morpholino)ethanesulfonique (MES) 
(5 mM), de Thydrolysat de caseine (150 mg/1) et du lait de coco (2% ; v/v). 

Un mois plus tard, les colonies derivees des fusions de protoplastes 
heteroplasmiques sont transferees sur un milieu de proliferation puis sur 
un milieu de regeneration (Rambaud et al. 1990). Apres enracinement, les 

25 plantes ont ete transferees en serre pour quelques semaines puis 
transplantees dans les champs. 

Les plantes obtenues presentent un phenotype de chicoree. Parmi 
celles-ci, la lignee designee par CT 52/3 presente une sterilite male par 
defaut de dehiscence des antheres ; la lignee CT 41/1 presente une sterilite 

30 male par absence complete d'anthere. 
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Exemple 2 

Materials et methodes 
Materiel vegetal 

5 Seize populations de chicorees industrielles a cytoplasme normal 

numerotees FDl a FD16, la chicor^e industrielle cv. Pevele, et une famille 
de chicor^e industrielle (CT 41/1) 20540 U k st6rilit6 male cytoplasmique 
(SMC) fournies par la societe Horimond-Desprez, une chicoree CT 52/3 
(SMC), le tournesol cv. Mirasol (SMC). Les jeunes feuiUes ont ete prelevees 
10 sur des plantules 61ev6es en serre et conservees a -80° C. 
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ADN 

Adaptation des protocoles du Laboratoire de Dellaporta (Plant. Mol. 
Report., 1983) pour la miniextraction d'ADN total : les operations ont lieu a 
15 4° C. Broyer finement avec de I'azote liquide un fragment foliaire de 150 a 
200 mg en poids frais. Transferer dans un microtube de 2 ml. Ajouter 940 ^1 
de solution tampon Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, EDTA 50 mM, NaCl 0,5 M, p- 
mercaptoethanol 10 mM. Ajouter 62 »il de SDS 20% et vortexer 
vigoureusement. Incuber a 65° C pendant 15 min. Ajouter 310 nl d'acetate 
de potassium 5 M et vortexer vigoureusement. Laisser precipiter pendant 
30 min. Centrifuger. Centrifuger 15 min a 17.500 g. Transferer 1 ml du 
surnageant dans un microtube de 2 ml. Ajouter 0,5 ml d'isopropanol et 
melanger. Laisser precipiter pendant 15 min. Centrifuger 10 min a 12.000 
g. Decanter le surnageant avec une micropipette. Secher les culots dans un 
appareil Speed-Vac pendant 10 min en position basse temperature. 
Redissoudre les culots dans 100 jxl de solution tampon Tris-HCl 50 mM pH 
8.0, EDTA 10 mM. ribonuclease A 0.2 mg/ml et incuber 2h a 37° C. Realiser 
trois extractions phenoliques suivies d'une extraction au chloroforme. 
Ajouter 0,1 volume d'acetate de sodium 3 M pH 5,2 et deux volumes 
d'ethanol absolu a 4° C. Laisser precipiter 15 min k 4° C. Centrifuger 10 
min a 12.000 g. Rincer le culot avec de I'ethanol 70% k 4° C. Centrifuger 3 
min a 12.000 g. Decanter avec une micropipette et secher au Speed-Vac 
pendant 10 min a basse temperature. Reprendre le culot dans une solution 
tampon Tris-HCl 1 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM. 
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Quantification a partir d*un aliquot de 5 ^il par electrophorese 
horizontale en gel d'agarose a 0,8%, TBE Ix, BET 0.5 ^g/ml. 

PGR 

Deux amorces de 23 et 26 bases qui delimitent un fragment de 347 pb 
interne a la sequence orf 522 (Kohler et al., Mol. Gen. Genet., 1991). 
Sequences des amorces : 

5'CCCCCrCCCrGGTCGATCCGGCG 3' 

5 'cccnrrATG AGTACCGTrcrcrrcACGS ' 

Progammation du thermocycleur 60 Bio-Med : premier cycle : 3 min, 
92° C ; 30 cycles : 1.30s, 92° C ; 2.30s, 55° C ; 3.1 min, 72° C ; dernier cycle : 5 
min, 72° C, Milieu reactionnel : Tampon Appligene Ix : Tris-HCl 10 mM pH 
9.0. Triton X-100 0,1%, MgCh l,5mM, BSA 0,2 mg/ml ; dNTP 100 ; amorces 
0,2 ^iM chacune ; Taq polymerase Appligene 2 U/100 nl ; ADN matrice 50 
ng/ 100 \il ; H2OQ5P 10 ^\ ; huile minerale : 50 ^1. Analyse des produits par 

electrophorese horizontale en gel d'agarose 1,6% TBE Ix, BET 0,5 ptg/ml. 
Hybridations 

Technique classique de transfert par la methode de Southern 
("Maniatis"). Marquage chimique de la sonde orf 522 avec le kit Dig-High- 
Prime (Boehringer-Mannheim). Revelation selon le protocole Boehringer- 
Mannheim avec le CSPD (Tropix) comme substrat chimioluminescent. 
Duree d'exposition des membranes : de une heure a une nuit pour les 
fragments tres faiblement amplifies. 

Resultats 

Les ADN totaux de 4 individus par population FDl a FD16, de 8 
individus de la famille 20540 U, de la chicoree CT 52/3 et du tournesol 
"Mirasol", ont ete extraits. soit au total 73 individus. L'absence d'inhibiiion 
de la PGR par des impuretes presentes dans les extraits d'ADN a ete verifiee 
en ajoutant quelques dizaines de femtogrammes du fragment de 347 pb a 
chaque milieu reactionnel. Les analyses PGR de I'ADN 52/3, de I'ADN 
tournesol "Mirasol", et des ADN de la famille 20540 U permettent toutes 
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^amplification d'une quantite importante (200 ng approx.) du fragment de 
350 pb environ de Torf 522. Ce fragment est absent chez toutes les 
chicorees a cytoplasme normal. L'analyse de ces produits PGR par 
hybridation moleculaire a I'aide d'une sonde orf 522 preparee par PGR a 
5 partir d'ADN total de tournesol Mirasol confirme rhomologie entre le 
fragment amplifie chez les chicorees (SMG) et la sonde. 

Conclusion 

10 Les resultats obtenus ont permis de montrer que Torf 522 n*est pas 

presente chez les chicorees fertiles. La determination par PGR de la 
presence/absence de la sequence orf 522 peut done etre envisagee pour 
l'analyse de routine. 



o o 

10 . 
REVENDICATIQNS K^"^ 



1. Genome vegetal recombine, caracterise en ce qu'il comporte des 
5 genes specifiques des chicorees et une sequence nucleotidique conferant 

une sterility male, portee par la sequence orf 522 de tournesol (Helianthus 
annuus), ou par une sequence presentant au moins 50% d'homologie avec 
ladite sequence orf 522. 

2. Mitochondrie, caracterisee en ce qu'elle comporte un genome 
10 recombine selon la revendication 1. 

3. Mitochondrie selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins un fragment nucleotidique de 347 pb, portee par la 
sequence orf 522, ou une sequence presentant au moins 50% d'homologie 
avec ledit fragment. 

15 4. Cytoplasme vegetal recombine, caracterise en ce qu'il contient un 

noyau comportant le genome du genre Cichorium, et un genome 
recombine selon la revendication 1. 

5. Cytoplasme selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il 
contient des mitochondries comportant une sequence nucleotidique portee 

20 par la sequence orf 5 22 de Helianthus annuus, ou par une sequence 
presentant au moins 50% d'homologie, 

6. Cytoplasme selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 
contient des mitochondries selon la revendication 3. 

7. Cellule vegetale recombinee, caracterisee en ce qu'elle contient 
25 un cytoplasme selon Tune des revendications 4 a 6. 

8. Cellule vegetale selon la revendication 7, caracterisee en ce 
qu'elle contient un noyau comportant substantiellement le genome d'une 
espece choisie parmi Cichorium intybus et Cichorium endivia. 

9. Procede pour produire une plante du genre des Chicoree ou du 
30 materiel de reproduction de cette plante, presentant une sterilite male 

cytoplasmique, caracterise en ce qu'on integre dans le genome cellulaire 
de cette plante une sequence nucleotidique portee par la sequence orf 5 22 
de Helianthus annuus, ou par une sequence presentant au moins 50% 
d'homologie avec ladite sequence orf 522. 
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10. Utilisation de la sequence orf 522 de Helianthus annuus ou d'une 
sequence presentant au moins 90% d'homologie avec la sequence orf 522, 
pour conferer une st^rilite male cytoplasmique a une plante du genre 
Cichorium. 

11. Procede essentiellement non biologique de preparation de 
plantes hybrides, caracterise en ce qu'on croise une plante susceptible 
d'etre obtenue par le procede selon la revendication 9, avec un plante de la 
meme espece, depourvue de la sequence orf 522 de Helianthus annuus, ou 
d'une sequence presentant au moins 90% d'homologie avec ladite 
sequence orf 522. 

12. Procede de selection d'une sterilite male cytoplasmique chez une 
plante du genre Cichorium, caracterise en ce qu'on met en contact Tacide 
nucleique mitochondrial de la plante avec une sonde marquee comprenant 
au moins 10 nucleotides de la sequence orf 522. 
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REVENDICATION.S 



1. Genome vegetal recombine, caracterise en ce qu'il comporte des 
5 genes specifiques des chicorees et une sequence nucleotidique conferant 

une sterilite male, portee par la sequence orf 522 de toumesol (Helianthus 
annuus), ou par une sequence presentant au moins 50% d'homologie avec 
ladite sequence orf 522. 

2. Mitochondrie, caracterisee en ce qu'elle comporte un genome 
10 recombine selon la revendication 1. 

3. Mitochondrie selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins un fragment nucleotidique de 347 pb, portee par la 
sequence orf 522, ou une sequence presentant au moins 50% d'homologie 
avec ledit fragment. 

15 4. Cytoplasme vegetal recombine, caracterise en ce qu'il contient un 

noyau comportant le genome du genre Cichorium, et un genome 
recombine selon la revendication 1. 

5. Cytoplasme selon la revendication 4, caracterise en ce quMl 
contient des mitochondries comportant une sequence nucleotidique portee 

20 par la sequence orf 522 de Helianthus annuus, ou par une sequence 
presentant au moins 50% d'homologie. 

6. Cytoplasme selon la revendication 5, caracterise en ce quMl 
contient des mitochondries selon la revendication 3. 

7. Cellule vegetale recombinee, caracterisee en ce qu'elle contient 
25 un cytoplasme selon Tune des revendications 4 a 6. 

8. Cellule vegetale selon la revendication 7, caracterisee en ce 
qu'elle contient un noyau comportant substantiellement le genome d'une 
espece choisie parmi Cichorium intybus et Cichorium endivia. 

9. Procede pour produire une plante du genre des Chicoree ou du 
30 materiel de reproduction de cette plante, presentant une sterilite male 

cytoplasmique, caracterise en ce qu'on integre dans le genome cellulaire 
de cette plante une sequence nucleotidique portee par la sequence orf 522 
de Helianthus annuus, ou par une sequence presentant au moins 50% 
d'homologie avec ladite sequence orf 522. 
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10. Utilisation de la sequence orf 522 de Helianthus annuus ou d*une 
sequence presentant au moins 90% d'homologie avec la sequence orf 522, 
pour conferer une sterilite male cytoplasmique a une plante du genre 
Cichorium. 

11. Procede de selection d'une sterilite male cytoplasmique chez une 
plante du genre Cichorium, caracterise en ce qu'on met en contact Tacide 
nucleique mitochondrial de la plante avec une sonde marquee comprenant 
au moins 10 nucleotides de la sequence orf 522. 



